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Abstract of DE4414940 

The description relates to a process for 
luminescence scanning microscopy with two- 
photon excitation, especially for examining 
biological objects (5). A laser pulse excites 
luminescent, especially fluorescing molecules 
and the luminescence emitted by the object (5) is 
measured and evaluated. In the process, the 
luminescent molecules in the object (5) are 
excited by laser pulses of over 10<-12> second 
duration. A luminescence scanning microscope 
for implementing the process has a detector (2), 
a filter (7, 8) for separating the light emitted by 
the sample from the laser light (4) and a laser 
light source which is a laser (1) emitting pulsed or 
continuous radiation. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

© Verfahren zur Lumineszenz-Rastermikroskopie und ein Lumineszenz-Rastermikroskop 

© Es wird ein Rastermikroskop mit einer Laser-, einer Filter- 
und einer Detektoranordnung beschrieben. Die Lumineszenz 
einer zu untersuchenden Probe (5) wird durch die Laseran- 
ordnung (1) in Form einer Zwei-Photonen Anregung ange- 
regt. Das Lumineszenzlicht der Probe (5) wird von dem 
Laserlicht (4) durch die Filteranordnung (7, 8) separiert und 
durch die Detektoranordnung (2) registriert. Aus Grunden 
einer verringerten Probenbelastung ist die maximal abgege- 
bene Laserleistung zugunsten der Probenbestrahlungszeit 
verringert und die Laseranordnung (1) hierzu das Laserlicht 
(4) entweder kontinuierlich oder in Form von Pulsen mit einer 
Pulsdauer groSer oder gleich einer Pikosekunde abgibt. 
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Beschreibung 

t 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Lumines- 
zenz-Rastermikroskopie gemaB dem Oberbegriff des 
Hauptanspruches und ein Lumineszenz-Rastermikro- 5 
skop zur DurchfUhrung dieses Verfahrens. 

Ein derartiges Verfahren ist aus der US PS 5034613 
bekannt. Bei dem beschriebenen Verfahren handelt es 
sich urn ein Verfahren mit Zwei-Photonenanregung. Ein 
zu untersuchendes Objekt, vorzugsweise ein biologi- 10 
sches Objekt wird mit einem lumineszierenden, insbe- 
sondere fluoreszierenden Farbstoff versehen. Der im 
Objekt befindliche Farbstoff wird durch die gemeinsa- 
me Wirkung von zwei Photonen angeregt und das vom 
Farbstoff emittierte Licht mittels eines Detektors regi- 15 
striert und ausgewertet Urn die gesamte Probe zu erf as- 
sen, wird der Laserstrahl Uber das Objekt gerastert Die 
Werte von alien Punkten des Objektes werden regi- 
stries wodurch eine dreidimensionale Darstellung der 
Auswerteergebnisse mSglich ist. Die Zwei-Photonenan- 20 
regung in Verbindung mit dem Rastern fuhrt zu einer 
direkten dreidimensionalen Abbildung des Objektes. 
Um die Wahrscheinlichkeit der Zwei-Photonenanre- 
gung zu erh8hen, werden Laserimpulse verwendet, de- 
ren Dauer im Sub-Piko Sekundenbereich liegt Laser, 25 
die solche extrem kurzen Impulse erzeugen, sind sehr 
teuer. Daruber hinaus werden biologische Objekte 
durch die Impulse hoher Leistung oft zerstdrt Eine An- 
regung des Objektes mit Laserimpulsen im Sub-Pico- 
Sekundenbereich fuhrt oft dazu, daB das Lumineszenz- 30 
signal "zusammenbricht". Dieses "Zusammenbrechen" 
kann anschaulich als eine "Mikro-Explosion" dargestellt 
werden, die dasObjektmaterial zerstdrt. 

Aufgabe der Erfindung ist es, ein gattungsgemaBes 
Verfahren so weiterzubilden, daB die oben genannten 35 
Nachteile nicht auftreten. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen 
1—3 angegebenen Merkmale gelost Es wurde Oberra- 
schend gefunden, daB eine Messung von Zwei-Photonen 
Lumineszenz mit Laserimpulsen von langerer Dauer 40 
oder sogar mit kontinuierlichem Licht m&glich ist und 
zu guten MeBergebnissen fQhrt Durch die Anregung 
mit Laserimpulsen, deren Dauer groBer ist als 10"* 2 
Sekunden oder durch die Anregung mit kontinuierli- 
chem Licht sind die Leistungsspitzen im Anregungslicht 45 
soweit reduziert, daB eine Zerstorung des Objektes 
nicht auftritt Ein sehr vorteilhafter Bereich der Impuls- 
dauer liegt im Picosekunden-Bereich. Da die verwende- 
ten Laserimpulse eine niedrigere Leistung aufweisen, 
als die Leistung im Sub-Picosekundenbereich, sind lan- 50 
gere MeBzeiten in der Regel angebracht, wobei die 
Empfindlichkeit des verwendeten Detektors den MeB- 
bedingungen angepaBt wird. Es hat sich herausgestellt, 
daB wenn als Auswertungsverfahren das Verfahren des 
Photonenzahlens (Photon Counting) eingesetzt wird, 55 
dieses zu sehr guten MeBergebnissen fuhrt. Besonders 
vorteilhaft ist es, wenn als Detektor eine Avalanche- 
Photodiode eingesetzt wird. Sogar mit kontinuierlichem 
Laserlicht mittlerer Leistung ist die Aufnahme und Aus- 
wertung der MeBergebnisse moglich. Bei einer entspre- 60 
chend verlangerten Zeitdauer der Messung und der 
Wahl eines Detektors mit einem hohen Signal- Rausch- 
Verhaltnis sind die Ergebnisse mit denen des Verfahrens 
unter Verwendung von Laserimpulsen im Sub-Pikose- 
kundenbereichvergleichbar. _ __65 

Von besonderem Vorteil ist es,daB zur DurchfUhrung 
des erfindungsgemaBen MeBverfahrens als Lichtquelle 
handelsObliche Laser mit kontinuierlicher oder gepuls- 
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ter Strahlung eingesetzt werden kttnnen. Diese sind 
nicht teuer. Es konnen ubliche Halbleiter- oder Gaslaser 
eingesetzt werden. Als Gaslaser eignen sich insbesonde- 
re HeNe-Laser und Krypton-Ion Laser. Die Laseran- 
ordnung kann auch arrayformig ausgebildet sein. Die 
Benutzung von zwei oder drei Lasern zur Bestrahlung 
des gleichen Objektpunktes hat sich als besonders vor- 
teilhaft herausgestellt. 

Wie oben bereits ausgeftlhrt, ist es wesentlich, daB zur 
Aufnahme und Auswertung des lumineszierenden Lich- 
tes ein Detektor mit einem hohen Signal- Rausch-Ver- 
haltnis eingesetzt wird. Von besonderer Bedeutung ist 
dabei, daB der eingesetzte Detektor eine entsprechend 
hohe Empfindlichkeit und ein kleines Eigenrauschen 
aufweist Durch die arrayformige Anordnung der Laser 
und Detektoren und die dadurch gegebene Bestrahlung 
und Messung von mehreren Rasterpunkten, ist die 
M6glichkeit gegeben, die Dauer des Verfahrens zu ver- 
kUrzen. 

Vorteilhaft ist, wenn dem Objekt eine Strahlrasterein- 
richtung vorgeordnet ist, wobei der Strahl Uber das Ob- 
jekt gerastert wird. 

Bei dem erfindungsgemaBen Luminesenz-Rastermi- 
kroskop sind weiterhin Filter vorgesehen zum Separie- 
ren des von der Probe emmitierten Lichtes von dem 
Laserlicht Anstatt eines Filters kann auch ein Detektor 
eingesetzt werden, der die entsprechende Wellenlange 
herausfiltert 

Eine schematische Darstellung eines Lumineszenz- 
Rastermikroskopes zur DurchfUhrung des erfindungs- 
gemaBen Verfahrens ist in Fig. 1 wiedergegeben. 

Das Lumineszenz-Rastermikroskop weist einen La- 
ser 1 zur Erzeugung des Laserlichtes, einen Fotodedek- 
tor 2 zur Auswertung der MeBergebnisse und ein Ob- 
jektiv 3 zur Fokussierung des von der Laser lichtquelle 1 
ausgesandten Laserstrahles 4 auf das zu untersuchende 
Objekt 5 auf. Der Laserstrahl 4 wird mit einer Strahlra- 
stereinrichtung 6 zum Abrastern des Objektes 5 gesteu- 
ert Ferner weist das Lumineszenz-Rastermikroskop 
Filter 7 und 8 zum Separieren des Laserlichtes 4 vom 
Lumineszenzlicht auf. GemaB der Erfindung ist die La- 
serlichtquelle 1 als ein herkommlicher Laser mit konti- 
nuierlicher oder gepulster Strahlung ausgebildet Die 
Laserlichtquelle 1 kann auch durch eine arrayformige 
Anordnung von Lasern gebildet sein. Das gleiche trifft 
fur den Fotodedektor 2 zu. Dieser kann entweder 
punkt- oder arrayfdrmig ausgebildet sein. Im Falle einer 
arrayformigen Anordnung der Laser 1 und Detektoren 
2 sind diese sowie der abzubildende Probenbereich in 
jeweils zueinander optisch konjugierten Ebenen zur 
gleichzeitigen Aufnahme von mehreren Rasterpunkten 
angeordnet 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Lumineszenz-Rastermikroskopie 
mit Zwei-Photonen Anregung, insbesondere zur 
Untersuchung von biologischen Objekten, wobei 
ein Laserimpuls lumineszierende, insbesondere 
fluoreszierende Molekule angeregt und das vom 
Objekt ausgesandte Lumineszenzlicht gemessen 
und ausgewertet wird, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Anregung der im Objekt (5) vorhandenen 
lumineszierenden MolekUle durch Laserimpulse er- 
fqlgt, deren Dauer grSBer ist als 10" 12 Sekunden. 

2. Verfahren zur Lumineszenz-Rastermikroskopie 
mit Zwei-Photonen Anregung, insbesondere zur 
Untersuchung von biologischen Objekten, wobei 
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ejn Laserimpuls lumineszierende, insbesondere 
fluoreszierende Molekule anregt und das vom Ob- 
jekt ausgesandte Lumineszenzlicht gemessen und 
ausgewertet wird, dadurch gekennzeichnet, da8 die 
Anregung der im Objekt (5) vorhandenen lumines- 5 
zierenden Molekule durch Laserimpulse erfolgt, 
deren Dauer 10" 12 Sekunden ist. 
3. Verfahren zur Lumineszenz-Rastermikroskopie 
mit Zwei-Photonen Anregung, insbesondere zur 
Untersuchung von biologischen Objekten, wobei 10 
Laserlicht lumineszierende, insbesondere fluores- 
zierende Molekule anregt und das vom Objekt aus- 
gesandte Lumineszenzlicht gemessen und ausge- 
wertet wird, dadurch gekennzeichnet, daB die An- 
regung der im Objekt vorhandenen lumineszieren- 15 
den Molekule durch kontinuierliches Laserlicht er- 
folgt 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 
dadurch gekennzeichnet, daB das Auswerten des 
vom Objekt (5) ausgesandten Lumineszenzlichtes 20 
im Verfahren des Photonenzahlens erfolgt 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 
dadurch gekennzeichnet, daB mehrere Rasterpunk- 
te des Objektes (5) gleichzeitig angeregt werden 
und das von diesen Rasterpunkten ausgesandte Lu- 25 
mineszenzlicht gleichzeitig gemessen wird. 

6. Lumineszenz-Rastermikroskop zur Durchfuh- 
rung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1, 
2, 4 oder 5 mit mindestens einer Laserlichtquelle, 
mindestens einem Detektor, mindestens einem Fil- 30 
ter zum Separieren des von der Probe emittierten 
Lichts von dem Laserlicht, dadurch gekennzeich- 
net, daB als Laserlichtquelle ein Laser (1) mit ge- 
pulster Strahlung dient. 

7. Lumineszenz-Rastermikroskop zur Durchfiih- 35 
rung des Verfahrens nach einem der AnsprQche 3 
bis 5 mit mindestens einer Laserlichtquelle, minde- 
stens einem Detektor, mindestens einem Filter zum 
Separieren des von der Probe emittierten Lichts 
von dem Laserlicht, dadurch gekennzeichnet, daB 40 
als Laserlichtquelle ein Laser (1) mit kontinuierli- 
cher Strahlung dient 

8. Lumineszenz-Rastermikroskop nach Anspruch 6 
oder 7 dadurch gekennzeichnet, daB der Laser ein 
Halbleiterlaser ist. 45 

9. Lumineszenz-Rastermikroskop nach Anspruch 6 
oder 7 dadurch gekennzeichnet, daB der Laser ein 
Gas-Laser ist. 

10. Lumineszenz-Rastermikroskop nach Anspruch 

9 dadurch gekennzeichnet, daB der Laser ein He- 50 
Ne-Laser oder ein Krypton-Ion-Laser ist 

11. Lumineszenz-Rastermikroskop nach einem der 
Anspruche 6 bis 10 dadurch gekennzeichnet daB 
ein Detektor (2) mit einem hohen Signal- Rausch- 
verhaitnis eingesetzt wird. 55 

12. Lumineszenz-Rastermikroskop nach einem der 
AnsprQche 6 bis 1 1 dadurch gekennzeichnet, daB 
eine Strahlrastereinrichtung (6) zum gesteuerten 
Abrastern des Objektes (5) vorgesehen ist 

13. Lumineszenz-Rastermikroskop nach einem der 60 
AnsprOche 6 bis 12 dadurch gekennzeichnet, daB 
ein Array aus Laser (1) als Lichtquelle dient und ein 
Array aus Detektoren (2), die in einer optisch kon- 
jugierten_Ebene zur Fokalebene des Objektes (5) 
angeordnet sind^verwendet wird. 55 

14. Lumineszenz-Rastermikroskop nach einem der 
Anspruche 6 bis 13 dadurch gekennzeichnet, daB 
der Detektor (2) eine Avalanche- Photodiode ist. 
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